









「軟骨細 胞 の分化 に伴 う線 維 芽細胞 成長 因子 受 容
体 の変 動 」
ReductiOn in basic fibroblast growth factor receplor

































長因子 (cartilage―derived grOwth factOr:









ま た ,副甲 状 腺 ホ ル モ ン (parathyrOid
hormOne;PTH)は,骨および腎に作用 して血中カ






増殖促進因子 としても作用 した 13.14)。また遠心
管軟骨細胞培 養系で は,PTHは最終分 化 マ ーカ
















11α  ,25-dihydroxycholecalciferol i
l,25(OH)2D3]は'西井博士 (中外製薬)から,イ
ンス リン様成 長因子 ―I(insulin―ke growth
卜)は,堀合博士 (藤沢薬
.[Nle8,18,Ty r34]_ゥシ
PTH[1-341 allli deはPenninsula LaboratOries
社 か ら,上皮 成 長 因 子 (epidermal growth
factor;EGF,マウス)は東洋紡か ら,125卜EGF
(500 Ci/mmOl,マウ ス),1251_bFGF(1,000









は , Amersha皿社 か ら , 1251_TGF―β l(1,900
Ci/mmol, ヒ ト)は, Blochemical Technology
社 (Stoughton,米国 ),16-3H]チミ ジ ン (2.0
皿Ci/mmOl)は日本 アイ ソ トープ協会 か ら,135sI
硫酸 (1.O Ci/mmOl)と45caC 12(1・O Ci/mm01)は

















(明治製薬),50 μ g/mlのアスコルビン酸 (和光純
薬)を含むlmlのイーグル最小必須培地 (MEM;日
水製薬)に混和 し15皿1のポ リプロピレン製遠心管






隔の連続 スライスを作製 した。各 スライスは ,
0.2-0.3mm3に細断 した後0-4°Cにて各種の蛋自分
解 酵 素 阻 害 剤 (lmM phenylmethylsulfonyl
lluoride;PMSF, 10mM N―ethyllllaleimide, 2
units/mlのaprotinin,5mM EDTA)を含 む
20mMトリス緩衝液 (pH7.4)で洗浄 し, 蛋 自分解
酵素阻害剤を含むPBSで洗浄 した後,実験に供 し
た。軟骨 スライスを用 いた1251_bFGFの結合実験
で は ,3M MgClを含 む 20mMトリ ス 緩 衝 液





Triton―X100を含 む0.9%NaCl溶液 中 で 4°Cで
Physcotron(model NS-310E,日音医理科器械
製作所)で粉砕 し,DNA,ウロ ン酸及 びALPase活
性測定用の試料 とした。
DNA含量 は,標準 物 質 と して ウ シ胸 腺 由 来
DNA(Sigma社)を用いて」Ohnsonらの方法 に従 い





いで,5,000xgで15分間遠心 し,回収 した沈殿 に
エタノール ;エーテル (v/v;3;1)を加 え,4°Cで4
時間放置 した。3,000xgで15分間 遠心 し沈殿 を
0。 3mlの0.2%Triton―X100を含 む0.01N NaOH溶
液に溶解 した。再 び,3,000xgで15分間遠心 しそ
の 上 清 0.2mlに0.1皿g/mlのdiaminobenzoic
-8-
acidを加え,65℃で45分間反応 させた後,0.6ml




ウロン酸含量 は,標準物質 としてβ―グル クロ
ン酸 (生化学工業)を用いてBitterらの方法に準
じて測定 した20)。すなわち,DNA定量 と同様に ア
クチナ ーゼEで消化 した試料 に, 1.3%酢酸 カリウ
ムを含む95%エタノ ールを3倍量加 え ,4°Cにて
3,00oxgで15分間遠心 した,沈殿 を0.5mlの蒸留
水に溶解 し,氷冷 した2.5mlの0.95%硼酸ナ トリ
ウムを含む濃硫酸に0.5mlの試料を重層 した。氷
冷下で十分 に攪拌して 100°Cで15分間加熱 した。
その後,0。lmlの0.125%カルバ ゾールを含むエ タ
ノール溶液 を加 え,再度 100°Cで15分間加熱 した





ニル (和光純薬)を用いてBesseyらの方法 に従 い
測 定 した 17.21)。す な わ ち,細胞 懸 濁 液 を
12,000xgで5分間遠心 し,その上清を0.5mMパラ






















測定 した10)。軟骨細胞 の培養液 (lml)に最終濃度
20μ Ci/mlとな るよ うに [35sI硫酸 を含 む溶液
(MEM)を10μ l添加 し24時間標識した。標識終了

















胞 を 最 終 濃 度 2μ Ci/mlの45caC 12を含 む 溶 液
(MEM)中で 3日寺間標識 した。細胞層 をPBSで2回洗
浄 した後 ,0.2%Triton―X100を含む0.9%NaCl
溶液 中で 4°CでPhyscotronで粉砕 した.次に ,
12,000xgで15分間遠心 し,回収 した沈殿を0.lM
CaC12を含 む0.05Mトリス緩衝液 (pH7.4)で20℃
で30分間洗浄 し,遊離の放射能を除去 した。次 い
で3,000xgで15分間遠心 し,沈殿に0.5mlの0.5M
HCl溶液を添加 し,20℃で3日寺間インキュベ ー トし
た.再び,3,000xgで15分間遠心 し上清の放射能
を測定 した。




を用 いて,蛋白質 lμg当た りlμ CiのNa1251と30









洗 浄 し た 後 ,lmlの結 合 緩 衝 液 A125mM
n-2-hydrOxyethylpiperazine―N'-2-ethanes
ulfonic acid:Hepes,0,1%ゼラチ ンを含 む
Ha皿'SF-12培地 (pH7.5)]置き換え,放射性 リガ
ン ドと して 1251_bFGF(2x104 cpm/0.15 ng)と
100ng/mlのbFGF存在あるいは非存在の条件にて ,
4℃で90分間インキュベ ートした。
次 い で,細胞 を 0.1%ウシ 血 清 アル プ ミ ン
(bovine serum albumin:BsA)を含 むPBSで2
回 ,洗浄 液 (0。1%BSA,0.8M NaCl,10mM
Hepes, pH8.0)で2回洗浄 し,0。lN NaOHにて
細胞層を溶解回収後,結合 した1251_bFGFの放射
,舌 性 を γ ―カ ウ ン タ ー (LKB―Wallac 1282
0ompuGamma, Wa H acOy., Turku, フィンラ
ン ド)にて測定 した。
1251_EGFと1251_TGF…β lの結 合 実 験 で は ,
1251_EGF(2x104 cpm/90pg)と




1251_TGF―βl(2x104 cpm/130pg)と非 標 識 の
10ng/mlのTGF―βlの存在あるいは非存在 の条件
にて,軟骨細胞を 4°Cで90分間 インキュベ ー トし
た.次いで,細胞 を0.1%BSAを含むPBSで2回,洗
浄液で2回洗浄 し,0.lN NaOHにて溶解回収後 ,
γ―カウンターにて放射能を測定 した。
1251_PTH ll-341の結合実験 は,軟骨細胞 を 1皿 l
の緩 衝 液 A中で 1251_PTH[卜34](5x105 cpm/ml)
と5x10~8Mの非標識PTH il-341の存在あるいは非
存在の条件にて,15℃で5時間 インキュベ ー トし
た .
1251_lGF―l結合実験は,軟骨細胞をlmlの緩衝
液A中で1251_lGF―l(2x104 cpm/ml)と非標 識 の
IGF-1(lμg/ml)の存在 あるいは非存在の条件 に








lmM PMSFを含む10mM トリス緩衝液 (pH7.4)を添
加 し,Physcotronにて 粉 砕 した 。 次 い で ,
1,000xgで10分間遠心 し,その上清を226,000xg
で 1日寺間遠心 し上清を回収 した (cytosol分画 )。
一部を用いてLowryらの方法25)によ り蛋白質定量
を行ない,残りの試料をlmg蛋白質/mlの濃度に調
製 した。 [3Hl_1,25(OH)2D3(10'000 dpm/13pg)
と各種濃度の非標識の 1,25(OH)2D3と試料を試験
管内で25℃で 1日寺間 インキュベ ー トし,なお 15分












自 分 解 酵 素 阻 害 剤 (lmM PMSF,10mM
N―ethylmaleimide, 2 units/mlのaprotinin,







cpm/0.4 ng-2x100 cpm/4ng)および非標 識
bFGF,EGF,TGF―βlあるいはIGF―lとインキ ュ
ベ ー ト し た 。 EGF受容 体 の 検 出 実 験 は ,
1251_EGF(100 cpm/o.5ng)と非標識EGF(5μg)の
存在あるいは非存在条件下にて,TGF―βl受容体







た。そ して200mM グリシンと2皿M EDTAを含む ト
リス緩衝液 (pH7.5)を添加 し反応を停止 させた。
化学架 橋反応 の終 了後,PBSで2回洗 浄 し,3%
SDS(sodium dOdecyl sulfate,和光純薬),1%
メルカプ トエ タノール,5%グリセロ ールを含 む
10mM トリス緩衝液 (pH6.8)にて可溶化 し,SDS―
ポリアクリルア ミドゲル電気泳動に展開 し, リガ
ン ド 受ー容体複合体を オ ー トラジオ グラフィーに
て検出した。
軟骨スライスでのbFGF受容体の検出実験は,蛋















オー トラジオ グラフ ィーに よる分析 の結 果 ,
















増殖期で最も高 く,成熟期よりやや減少 しはじめ ,
最終分化が完了する20-24日目にはほ とん ど消失
した。増殖期に相当す る培養8日目の細胞 と成熟
期 に 相 当す る培 養 16日目 の細 胞 に対 し て ,















活性 (図3-A)および45c aの取 り込み (図3-B)に及
ぼすbFGFの影響を検討 した。最終分化の前 (培養
8,14日目)にbFGFを添加すると,ALPase活性お
ょび45c aの取 り込みは低下 した.しか し,最終分
化が完了 した18日目にbFGFを添加 して もALPase











るとDNA含量 にはほとん ど影 響 しなか ったが (図
4-B),軟骨細胞へのbFGFの結合の減少が著 しく






5.関節軟骨細胞 と成 長板軟骨細胞 の最 終分化 と
bFGF受容体




骨 と同様に軟骨 自身が石灰化 し,骨と置換する。
しかし,関節表層に分布する関節軟骨細胞は,最
終分化 も石灰化 もしない。遠心管培養系 で維持 し



















0.2mm間隔 の連続 した スライスを分離 した (図
6-A)。各スライスにおける肥大軟骨細胞の存在は
















各 種 の 組 織 を 取 り出 し,これ らの 組 織 へ の
1251_PTHの結合を検討 した。皮膚と筋肉ではPTH
の結合がほとん ど検出で きなか ったが,脳,腎臓
および軟骨で高 レベルのPTHの結合が検出された。
また,胎生期お よび出生後を通 じて成長板軟骨 に
は,最も高 レベルの結合 が観察 された.この結果
は,PTHが成長板軟骨で特 に重要な役割を果た し
ていることを示唆 している。













昇の ビークが肥大期 (図5-B)に相 当す る.PTH受
容体 レベルは,増殖期では低 く,成熟期 に相当す

















骨は35s_硫酸の取 り込 み もPTHの結合 も低 レベル
であった (図9-B,C)。従 って,組織 レベルにおい
て も,成長板軟骨の成熟層 に,特に高 レベルの
PTH受容体が存在 していた。
10.遠心管軟 骨細胞培 養系での インスリン様成長
因子-1(lGF-1)の受容体 の検討
遠心管培養系で維持 した軟骨細胞 に1251_lGF-1
の結合実験を行 な うと低親和性 (Kd,50nM)と高




も高 レベルのIGF-1受容体が存在 してお り,増殖






遠心管培養系 で維持 した成長板軟骨細胞 と関節
軟骨細胞の1,25(OH)2D3の受容体の変動を検討 し
た (図H)。成長板軟骨細胞 の1,25(OH)2D3受容体






















28 3ヽ0).しか も各種の ホルモ ンと成長因子 を添加
した無血清培養系で,bFGFのみを除去すると軟骨























ることが明 らかとな った (図1)。 このbFGF受容体























bFGF受容体 に結合 したbFGFは,イノシ トール
















化 し,骨芽細胞 に対 しては,コラーゲン合成 や
ALPase活性の誘導を促進する42).
種 々の組織のPTH糸吉合能を検討す ると脳 と成長
板軟骨に高 レベルの結合が観察 された (図7).脳
におぃてPTHの結合は広範囲に分布 し,カル シウ














る35s_硫酸の取 り込み レベルが最大とな った (図
8)。また,成長板軟骨の連続スライスにおいても ,














長板軟骨の連続 スライスの IGF-1含量を測定す る
と増殖層,肥大層に比べて成熟層に高 レベルに検
出され,軟骨細胞培養系で もPTHはIGF―Iの産 生
を促進 した 43)。軟骨でのPTHの作用のすべてが ,
IGF―l産生の充進によって説明で きるか どうかは









を発現 していなければな らない。同時に増殖 と基




性が減少 しなければならないと予想 され る.本研
究は,実際にbFGF受容体が最終分化に伴 って減少
することを証明した。
一方,1,25(OH)2D3はPTHと同様 に血中 カル シ
ウム を 調 節 す る因 子 と して 知 られ て い る 。
1,25(OH)2D3の欠乏により,成長板軟骨の小柱構
造は拡大 して不規則とな り骨への置換 も抑制され
るた めに骨格 の発育 障害 を お こす 47)。 また ,
1,25(OH)2D3は'静止軟骨細胞 にはほとんど作用
しないが,成長板軟骨細胞に対 して多様 な作用 を
及ぼす 2)。 新生仔 ラッ トに1,25(OH)2D3を投与 す
ると軟骨細胞の石灰化 が充進 した 48)。 しかも,ニ





骨細胞の増殖を促進 し, プロテォグリカン合成 ,
ALPase活性の誘導および石灰化を抑制する49,
-33-
50)。軟 骨 細胞 に は他 の組織 と同様 に分子 量 約
180kDのEGF受容体が存在する (図12-A)。しか し




加 し,リン酸化 も充進する51).NRK細胞 にEGFを
添加す ると悪性化を誘発し,これはTGF―βlの添














階で TGF―β lは骨誘 導因子 (bone ttorphogenetic
protein;BMP)やbFGFと共に形態形成 (中胚葉)を
誘導する。ノ′ 7ノ/θιこおいて,TGF―βlは単独 で
未分化間葉系細胞を軟骨へ分化 させ る。TGF―β l
は軟骨細胞の増殖 とプロテオグリカン合成を促進




































で,肋軟骨成 長 板 の各 ス ラ イスのbFGF含量 を
radioreceptor assay法で測定 すると,bFGFは
増殖層に多 く肥大層では著 しく減少するものの ,
なお最終分化を抑制す るのに十分な組織lg当た り















2.PTH受容体 とIGF―I受容体 はいずれも成熟期 に
























ReductiOn in Basic Fibroblast Growth Factor Receptor














αグαοたα, s“′′α, Osαた 5σ5,Jαρ″
Key wOrds: chondrocyte eTer】ninal Differentiation ・b
asic Fibroblast Growth FactOr(bFGF)・Parathyroid
HormOnc(PTH)。ReceptOr
ProliferatiOn and differentiation Of chondrocytes are
assOciated with skeletal growth and repairo  Many
growth factOrs and hormOnes are involved in the
contro1 0f growth and differentiatiOn of chOndrOcytes.
Basic fibroblast growth factOr(bFGF)is the mOst
potent nlitogen  for chOndrocytes.  Furthemore,  it
-40-
stilnulates the synthesis of extracellular matrix and
inhibits  terminal  differentiation  in  chondrocyte
cultures.  In  the  present  study,  changes  in
bFGF‐binding  capacity  of  chondrocytes  during
cytodifferentiation were exarnined using cultures of
pelleted growth plate and slices of growth plates. In
culturcs  of peneted  growth  plate  chondrocytes,
binding of 1251_bFGF  to  135‐kE) receptors  was
observed during the rnitotic and matrix‐forming stages
but decreased to a very low level in the hypertrophic
stageo Scatchard plot analysis showed that the decrease
in binding of bFGF was duc to a decreasc in the
number not in the affinity of the receptor. The loss of
bFGF receptor was associated with a decrease in
biological resPonses to bFGF. A rapid decrease in
bFGF binding  was  not observed with  articular
chondrocytes  which  rarely  undergoes  terFninal
differentiationo Reduction in bFGF binding receptor
during terminal difrerentiation was also demonstrated
by eXaFnination of sequential slices of growth Plates.
- 41 -
On the Other hand, receptors for parathyroid hOrmone
(PTH) and insulin‐like growth factor‐I (IGF‐I)
increased in the matrix‐for】ming stage, and decreascd
in the proliferative and hypertrophic stages.  The
receptorfor 1,25‐dihydroxychOlecalciferol
(1,25‐dihydroxyvitalnin I)3)inCreased 40-fold during
hypertrophic stage.  The bindings  of transfOrlning
growth factor‐be a and epidermal growth factor were
constant throughout  all  stages  of grOwth  plate
chondrocytes. These observations suggest that rapid
reductiOn in bFGF  receptors is a special event
associated with  terrninal differentiation,  and  that
modulationOf receptorsfor bFGF,
1,25‐dihydroxyvitamin D3' PTH and IGF‐I is
irnpOrtant for endochOndral bone formation.
-42-
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はTGF―βlを添加 し4°Cで90分間 インキュベ ー ト
した.DSSを用いて1251_bFGFと受容体を化学架橋























図3 成長板軟骨細胞のALPa se活性 と45caの取 り
込みに対するbFGFの影響
遠心管培養系で維持した軟骨細胞のALPase活性















成 長 板軟骨 細 胞 (Go C。:○)と関節軟 骨 細 胞
(A.C.:●)をそれぞれ遠心管培養系 で維持 し ,
DNAおよびウロン酸含量 (A),ALPase活性 (B),
酸可溶性画分への45c aの取 り込 み(C),bFGF受容
体の変動 (D)を検討 した。






























チミジンの取 り込みの ビークが増殖期 (A),35s_
硫酸の取 り込みの ビークが成熟期 (B),ALPase,舌
性の上昇のビークが肥大期 (図5-B)に相当する。
PTH受容体 レベルは,増殖期では低 く,成熟期





製 し(A),各スライスヘの35s_硫酸の取 り込み (B)






















動 を測 定 した 。数値 は4個の培養 系の平 均値 ±
S.D.を示す。




































































































































8  12 16 20 24
日数



























































































































































































































! : ! : | : : !
iO1l 12i314i5:6:
i成長板軟骨1静止軟骨
図9
?
?
」?
?
?
?
?
?
?
500
Bound
1000
(pg)
100
?
?
?
?
?
?
?
?
）
?
?
?
?
?‐??
50
10 15
日数
図10
（?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
????
?
）?????
?
16
日数
匿]11
璽F亀,
― +― +
?????????
D
日数
図12
